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Resumo 
As especies florestais, nomeadamente as pertencentes ao genero 
Pinus sp. , estao normal mente dependentes da simbiose micorrizica pa ra 
o seu desenvolvimento. 
Foi objectiv~ deste trabalho estudar a capacidade do fungo ecto-
micorrizico, Pisolithus (inct.or;llS formar ectomicorrizas cpm germinantes 
de Pinus pinas/.cr, em condi~6es in vitro, e avaliar 0 efeito da micorriza-
()~o no crescimento das plimtulas. Durante 0 processo de micorriza~ao 
avaliou-se 0 desenvolvimento de estruturas micorrizicas, manto e rede de 
Hartig. Avaliou-se igualmente 0 efeito da micorriza~ao nas taxas de cres-
cimento das plantas, pela determinac;:ao de pesos frescos e secos, ao fim 
de 90 dias de inoculac;:ao. 
Os resultados aqui apresentados revelam que 0 fungo apresentou 
capacidade de forma<;ao de estruturas micorrizicas, em condic;6es in 
nilro. Apos 10 dias de inocula<;:ao e possivel observar um manto e 0 ini -
cio do desenvolvimento da rede de Hartig. Para os tempos do presente 
estudo, niw se regislaram diferenc;:as significativas, em termos de peso 
fresco e seco, entre plantas inoculadas e nao inoeuladas. 
Palavra~-chave: Pinus pinaslel; Piso/ilhus linctorius, micorriza<;ao 
ill (Jil.ro, estudo hislo\ogico 
Abstract 
Forestry species, namely species belonging genus Pinus, are nor-
mally dependent on the establishment of mycorrhizal symbiosis for its 
development. 
The present work intends to study the capacity of the ectomycorr-
hizal fungus, Pisolilhus UnclOl"ius to establish symbiosis with Pinus pinas-
leI" roots, under in vitro conditions, and to evaluate its effect in the growth 
of plants. The mycorrhizal process was monitored at regular time periods 
in order to evaluate the mantle and Hartig net formation. The growth rates 
of mycorrhizal and nonmycorrhizal plants, in terms of fresh and dry 
weiyhts , were also determined after 90 days of inoculation. 
Under in vitro cond itions P Unctorius showed capacity to develo-
ped mycorrhizal structures. After 10 days a mantle can be observed and 
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a Hartig net is forming. For the times under study, no significant differen-
ces were found between mycorrhizal and non mycorrhizal plants in terms 
of fresh and dry weigths. 
Key-words: Pinus pinasler, Pisolithus tinclorius, in vitro mycorrhi-
zation , histological study 
Introdu~ao 
Nas ultirnas decadas, tem-se assistido a um aumento da pratica 
da micorriza~ao controlada de especies florestais, verificando-se uma 
procura crescente de plantas inoculadas junto de viveiros florestais. 
o efeito benefico da micorriza<;ao traduz-se no aumento da sobre-
vivencia das plantas no momento da transplantac;ao para local definitiv~ , 
na sua resistencia a condic;oes de campo desfavoraveis e no aumenlo da 
produ<;ao vegetal, devido it maior disponibilidade de agua e nutrientes. 
Contudo, os estudos de micorrizac;:ao, efectuados em pinheiro bravo 
(Pinus pinastel), sao escassos em rela<;ao aos de outras especies flores-
tais. Estes baseiam-se essencialmente na descric;ilO morfoJogica de 
micorrizas que surgem em condic;;oes naturais (Garcia, 1998) e no desen-
volvimento de tecnicas de produc;;ao de micelio fungico, para ulterior apli-
cac;;ao em rnicorrizac;:ao controlada no viveiro (Garbaye, 1991). As espe -
cies fungicas, normalmente utilizadas nesta pratica, sao diversificadas, 
destacando-se Pisolilhus lincloriu5, Scleroderma cilrinul71, Sui/Ius grallu-
lalus, Amanila phalloides e Hebeloma cylindrosporum, por terem 
demonstrado aptidao para formar micorrizas e por permitirem uma 
melhoria das condic;oes fisiol6gicas das plantas hospedeiras em condi-
c;;6es de viveiro (in Quinteiro, 2005). 
Em Portugal, sao poueos os estudos efectuados ao nivei da 
micorriza<;ao de P pinaster e seus efeitos na planta hospedeira. A dimi-
nuic;;ao das areas florestadas por P. pinasler a que se tern vindo a ass is -
tir nos ultimos anos, eo crescente interesse por parte dos viveiristas flo -
restais pela utilizac;ao da pratica de micorrizac;:ao, tem fomentado a rea-
lizac;ao de estudos nesta area. 0 trabalho aqui apresentado pretende 
avaliar os efeHos desta associac;ao ao nivel do crescimento de pl.§ntulas 
de P. pinasler, quando micorrizadas com Pisolilhus linctorius. Neste sen -
tido, acompanhou-se 0 processo de micorrizac;;ao in uilro destas plimtu-
las, e estudou-se: j) 0 desenvolvimento das estruturas micorrizicas 
(manto e rede de Hartig), por observac;:ao esteromicroscopica e micros -
copica e ii) 0 efeito da micorrizac;ao nas taxas de crescimento das plan -
tu las, peJa determinac;:ao de pesos frescos e secos, ao rim de 90 dias de 
inoculac;ao . 
Os resultados aqui apresentados poderao eontribuir para esclare-
cer a importimcia da utilizac;:ao de fungos micorrizicos em inoculac;:oes 
controldUClS em viveiros ou riorestac;6es, permitindo dar uma resposta 
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Material e metodos 
Material vegetal 
As sementes de P. pinasler, foram pastas a germinar em placas de 
Petri (14 cm de diametro), contendo meio Melin-Norkans modificado 
(MMN) e incompleto (sem casaminoacidos e extracto de malte), Todo 
este processo decorreu em condic:;:6es de assepsia, em camara de fluxo 
laminar. 
A desinfec<;:flo dos scmcnte!i foi efectuada em lixivia comercial, 
durante 30 minutos, seguida pela passagem em agua destilada esteril. 
Ultcriormente foram imersas em agua oxigenada, a 3% (v/v), durante '10 
minutos, seguida novamente par tres lava gens em agua destilada esteril. 
As placas de Petri, com 4 sementes cada, foram mantidas no 
escuro, em condi~6es ambientais controladas (25°C), tendo ai perma-
necido durante I mes sem qualquer interven<;:ao, ate ocorrer germ ina<;ao 
e desenvolvimento da parte aerea, Ao fim do tempo referido anterior-
mente estas plimtulas foram utilizadas para os ensaios de micorrizac;ao. 
Cultura de fungos micorrizicos 
o fungo micorrizico utilizado foi Pisofilhus linctoriu5, dada a larga 
;jama de hospedeiros com que consegue associar-se e ainda por se tra-
tar de um fungo pioneiro na sucessao micorrizica. 
As culturas axenicas do fungo P. lincloriu~ furarn rnantidas em cai-
XClS de Petri contendo meio MMN modificado (Martins, 2004). A sub-cuI-
tura do fungo efectuou-se com intervalos de tres semanas, sendo esta 
realizada por transferencia de 4 inoculos de 0,8 cm de diametro retirados 
da regiao periferica das culturas em crescimento activo e colocados 
sabre meio de cultura Fresco. A incuba~ao das culturas de fungo foi feila 
no escuro, a uma temperatura de 23 - 25 uc. 
Micorriza~ao in vitro 
A inoculac;ao micorrizica foi realizada em placas de Petri, contendo 
germinantes cuja raiz apresentava um comprimento medio de 4 cm, em 
condi<;:6es de assepsia, na camara de nuxo laminar. Perto da raiz de cada 
germinanle foi colocado um inoculo de fungo P. lincloriu5 com 0,2 cm de 
diametro, relirado da regiao periferica das culturas em crescimento activo. 
As placas de Petri foram envoltas em pape! de aluminio na zona 
radicular das plantas e foram pastas, em posic;ao vertical, ern condi~6es 
arnbientais controladas (fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa 
de 1 00 ~E m ;> s I , temperaturas de 25 nc durante 0 dia e 19 °C durante a 
noite), tendo ai permanecido durante 0 processo de micorriza<;ao, Foram 
testadas 30 germinantes por ensaio, 
Como controlo destes ensaios utilizaram-se germinantes que 
foram sujeitos as mesmas condi<;6es, mas que nao foram inoculadas 
com qualquer fungo. 
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Observa~ao do estado de micorriza~ao das raizes 
o desenvolvimento dos germinantes foi observado ao longo de 
45 dias apos inocula<;ao. A monitorizac;ao das raizes foi realizada 
macroscopicamente, a lupa e ao microscopio. A observa<;ao esteromi -
croscopica foi realizada, numa lupa binocular Nikon SMZ-U, com 
maquina fotogrMica incorporada (Nikon FX-35DX), A observa<;ao 
microscopica das raizes foi realizada em sec<;6es transversa is, feitas a 
mao, de material fresco, branqueado com hipoclorito de sodio 0,5% 
(eloro activo). Os cortes foram observados e fotografados em diferentes 
ampJia<;6es num microscopio optico Leitz laborlux 12, 
Determina~ao dos pesos frescos e secos 
as pesos secos e frescos das plantas micorrizadas e nao micorri-
zadas foi determinado, na parte aerea e na parte radicular para plantas 
com 90 dias de micorrizac;ao. 0 material ' fresco fai pesado e posto a 
secar a 60 nCo Apbs 48h de secagem efectuou-se a sua pesagem e deter-
minou-se a relac;ao entre 0 peso seco e 0 peso fresco. A rela<;ao entre os 
pesos secos e frescos de plantas micorrizadas e niw micorrizadas foram 
tambem determinados, 
Resultados 
Observa~ao do estado de micorriza~ao das plantas 
Ao rim de dez dias de inocula<;ao foi possive] observar que as rai-
zes contactavam com 0 micelio, e nalguns casos, apresentavam mesmo 
adesao de hifas a sua superficie (Estampa I e 2). Depois do primeiro 
contacto com 0 fungo, verificou-se que a laxa de ramificac;ao de raizes 
micarrizadas era superior as das plantas controlo (sem fungo) (Estampa 
1 e 2). Nas raizes nao micorrizadas foi possivel observar a forma<;ao de 
pelos radiculares, 0 que nao ocorreu nas raizes mico.rrizadas. Ao fim dos 
30 dias de inocula<;ao 0 sistema radicular das plantas encontrava -se 
total mente envolvido pelo micelio do fungo (Estampa ] e 2). 
Estampa 1 - Observat;ao macroscopica de germinantes de P. pinas/e/' 6, JOe 
30 dias apos inocula<;ao com P. /incloriLlS (coluna da esquerda) e A. 11H15C(lli,l 
(coluna da direita), Apresentam-se igualmente germinantes de P. piJ1i1slel. 












Estampa 2 _ Observcu:;:ao eSleromicroscopica de germinantes de P. pill(lSler 10, 
30 e 45 dias apcs inocula<;ao com A. lTIusciliia (coluna da esquerda) 
e P. linc/orills (coluna da direita). Apresentam -se igualmente germinantes 
de P pinil;:,lrr, sem fungo, que constituiu a testemunha do ensaio (centrale). 
Ao fim dos [0 dias de inocula<,:<lo, observa -se 0 contacto entre 0 micelio 
e 0 sistema radicular das plimtulas. Ao fim de 30 e 45 dias de inocu[at;ao 
o sistema radicular das plimtulas encontra -se totalmp.nle envolvido pelo 
micello. Nas plantulas controlo observase a formdt;3o de pelos radiculares que 
nbo ocorrcm nas raizes micorrizadi:is (setas a cheio). 
A observacao microscopica das raizes inoculadas com P Linc-
lriu .':> , aD longo do processo de micorriza<;ao, mostra que a forma<;ao 
do manto e da rede de Hartig se inicia ap6s 10 dias de contacto raiz-
-fungo (Estampa 3). Ao fim dos 30 dias de inocula<;ao as estruturas 
micorrizicas enconlram-se bem desenvolvidas, apresentando um 
manto com uma espessura superior e uma lede de Hartig peri -epider-
mica multiseriada. 
Estampa 3 - Sec<;6es transversals de raizes de P pindsler 10 e 30 dias ap6s 
inocula<;:ao com A muscaria (coluna da esquerda) e I~ linclorius (coluna da 
direita). Apresenta ·se igualmente um corte transversal de raiz de P. pinasler nao 
inoculado, que constituiu a testemunha do ensaio (controlo). Amplia~ao 400¥. 
a) ApOs as 10 dias de inocula<;:30, em ambos as sistemas micorrizicos foram 
observadas estruturas micorrizicas, manto (m) e rede de Hartig (seta a cheio) 
em inicio de desenvolvimenlo. b) Ao fim dos 30 elias de inocula<;ao. observa-se 
um manto e uma rede de Hartig com uma esressura superior nas raizes 
inoculadas com P lillc /orius face as inoculadas com A. 1l1ll5caria. 
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Para metro de crescimento 
Os resultados obtidos em termos de pf e Ps da parte aerea e radi -
cular das plantas inoculadas de P pinasler em rela~ao as nao inoculadas, 
mostram que, apesar de nao se verificarem diferen~as significativas ao rim 
de 90 dias, as plantas micorrizadas apresentam valores mais altos de Pf e 
Ps da parte aerea e valores mais baixos da parte radicular (Quadro I). 
As rela~6es PsjPf da parte radicular e da parte aerea de plantas 
micorrizadas e nao micorrizadas, nao apresentaram diferem;as signifiea-
tivas ao fim dos 90 dias de contacto raiz-fungo. Contudo, verificou-se 
que esta rela~ao, apesar de nao ser estatisticamente diferente. era supe-
rior em plantas inoculadas com P. linclorius comparativamente as plan-
tas controlo (sem fungo). No que respeita aDs resultados da parte radi -
cular, porem, sao as plantas controlo as que apresentam mais baixas 
relol'oes Ps/Pf. 
Discussao e conclusoes 
A metodologia de micorriza<;ao de germinantes de P pilla::;ler, uti-
lizada neste trabalho, mostrou-se adequada aos propositos do mesmo. 
Ao fim de 10 dias, 0 micelio de P. linctoriu5 tinha atingido as raizes das 
piantulas, e ao fim dos 30 dias 0 sistema radicular encontrava -se total~ 
mente envolvido pelo micelio. A capacidade de crescimento de P. linclo-
rius confirma a sua conhecida capacidade para micorriza<;ao em condi -
<;6es in vitro, posto que, com 0 seu desenvoivimento, atinge rapidamente 
as raizes das plantas e inicia 0 processo de associa~ao. 
Foi possivel observar um manto fungico e rede de Hartig que, tal 
como referem Smith [;. Read (1997) nao ultrapassam as celu la s corticais. 
A ausencia de pelos radiculares e outra caracterfstica morfologica obser-
vada nas raizes micorrizadas (Martins, 2004). Pelo contrario, nas plantas 
nao inoculadas estes apareciam abundantemente. 
Em rela~ao aos Pf e Ps obtidos ao rim de 90 dias em partes aereas 
e radiculares de plantas micorrizadas e nao micorrizadas de P. pinasler, 
podemos dizer que, tendo em conta que se trata de uma especie florestal, 
os resultados ao fim de 90 dias indiciam crescimentos diferenciais da parte 
aerea e radicular, como anteriormente verificado para outras especies 
(Martins, 2004). Verificou-se que a parte aerea da planta e positivamente 
influenciada pela micorrizar;ao, acontecendo 0 oposto em rela~ao it parte 
radicular. Tal eteito, tern frequentemente sldo considerado como uma 
melhoria fisiol6gica da planta que, invest indo menos energia na parte radi-
cular, consegue, por via da associa<;ao com 0 fungo rnicorrizico, explorar 
volumes de solo acrescidos, aumentando deste modo a assimila<;ao de 
nutrientes e agua para a planta. Nas plantas de P pifldsler micorrizadas 
com P. tinctorius verificou-se, nao 56, uma altera<;ao morfol6gica do sis-
tema radicular, mas tambem Pf e Ps inferiores aos de plantas controlo. 
As rela<;6es Ps/Pf determinadas na parte aerea e radicular de plan-
tas micorrizadas e testemunha, ao fim de 90 dias de inocula<;ao, nao 
Id 
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apresentaram diferent;as significativas, contudo, OS valores foram ligeira-
mente superiores em plantas micorrizadas com P tinctorius. 
Os resultados prelim ina res obtidos nos ensaios de micorriza~ao in 
vitro de P. pinaster com P. Unctorius mostram que, a semelhan~a do que 
se verificou com outras associat;6es simbioticas, ocorrern alterat;6es 
morfol6gicas e fisiol6gicas mis plantas micorrizadas, resultando, fre-
quentemente, nurn acrescimo de biomassa. A repetit;ao dos ensaios in 
vitro e ex vitro, com quitntifica~ao dos parametros para os mesmos tem-
pos de ensaio, estao em curso no senti do de avaliar as potenciais vanta-
gens da micorrizat;ao previa de plantas de P. pinaster. 
Agradecimentos 
Este trabalho foi financiado pelo Projecto AGRO 689 "Demons-
lra\=8o do pape/ dos macrofungos na vertente agron6mica, econ6mica e 
ambienlal no Nordesle Transmontano. Aplica,ao a produ,iiO de plantas 
de castanheiro, pinheiro e carvalho". 
Bibliografia 
Garbaye J., 1991. Utilisation des mycorhizes en sylviculture. in: Les 
mycorhizes des arbrcs et plantes ("ultivees, P.G. Strullu (Ed), 
Lavoisier, Paris. 
Garcia G., 1998. Caracterizacion Y aspectos dinclrnicos del componente 
ectomicorricico de los ecosistemas mediterrimeos. Tesis doctoral, 
Universidad de Murcia, Murcia (Espana). 
Martins A, 2004. Micorriza<;ao controlada de Castanea sativa Mill.: 
Aspectos fisiol6gicos da micorrizat;110 in vitro e ex vitro. 
Disserta<;ao de Doutoramento em Biotecnologia Vegetal. 
Faculdade de Ciencias de Usboa. Universidade Classica de 
Lisboa. 506 pp. 
Martins A., 1997. Micorriza<;ao in vitro de plantas micropropagadas de 
castanheiro (Castanea sativa Mill.). Serle de Estudos Escola 
SupPrior Agraria, Edi<;ao do instituto Politecnico de Bragan<;a. 
90pp. 
Smith SE, Read DJ, 1997. Mycorrhizal symbiosis, 2nd edition, Academic 
Press. 
Quinteiro, S.L. 2005: Respuesta de siete origenes ibericos de Pinus pinas-
ler Aiton frente a la inoculaci6n en vivero con Pisolithus tinctorius 
y Paxillus involutus. Tese de doutoramento. Universidade de 
Santiago de Compostela. 218pp. 
\~\" .1\ \''',:1\;1 •. \1i' "('-",' \ !'\"T"~i{" 
Estudo de intoxica<;6es causadas por ingesUio de 
macrofungos na regiao do Alto Alentejo, 
Morgado, L I, Martins, L.}, Gonc;alves, H.l , Oliveira, P. l 
I Universidade de Evora, Departamento de Biologia, 
Apartado 94 7002-554 EVORA 
2 Servic;o de Pediatria, Hospital do Espirito Santo de Evora , 
Lg. Sr. di!l Pobreza, 7000-81 ( EVORA 
Resumo 
A presente comunicar;ao relata as primeiros resultados visando 
o conhecimento de intoxicar;6es com macrofungos (micetismos) no 
Alto Alentejo, e as suas causas. Como ponto de partida estudaram-se 
casos classificados como micetismos nos registos do Servir;o de 
Urgencia do Hospital do Espirito Santo de Evora. Com base nos pro-
cessc;>s clinicos, determinaram-se provisoriamente possiveis sindromes 
de intoxica<;ao, ° que teve de complementar-se com a realizar;ao de 
inqueritos junto dos individuos atingidos, nos quais se procurou identi-
ficar as especies consumidas e registar outras ocorrencias de intoxica-
<;ao com macrofungos, tal como identificar potenciais informadores. 
Assim, puderam confirmar-se, esclarecer-se ou mesmo corrigir-se os 
diagnosticos baseados nos processos clinicos. A maio ria das ocorren-
cias analisadas esteve associada ao consumo de Amanita ponderosa 
Mal. £,. Heim, e manifestou-se frequentemente com 0 sindrome fal6ide, 
pela ingestao concomitante de A. verna (Bull.:Fr.)Lamark. Os inqueri-
tos permitiram tambem documentar as habitos de apanha e consumo 
de macrofungos. 
Palavras-chave: Micetismo, intoxica.c;oes, sindromes micofagicos, 
Amanita ponderosa, sHarca, Alentejo, etnomicolog~a 
Summary 
The present communication reports on the first results aiming at 
the knowledge on poisoning with macrofungi in Alto Alentejo, and the 
respective causes. As starting point, cases classified as this type of poi-
soning, in the Emergency Service of the Espirito Santo Hospital (Evora) 
archives, were studied. Based on the clinical files, provisional determina-
tions of possible intoxication syndromes were made, and then comple-
mented by enquiries with the patients, from which an identification of the 
poisoning species was attempted, along with the recording of similar 
occurrences and possible informants. The diagnoses based on the clini-
cal files could thus be confirmed, clarified or even corrected. Most of the 
analysed occurrences were associated with the consumption of Amanita 
ponderosa Mal. £, Heim and generally produced the phallOid syndrome 
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